













bacterial  infections  in  intensive care units  (ICU). Being highly bound  to plasma proteins, FLU  is 
prone to drug‐drug interactions (DDI) when administered concurrently with other drugs. As FLU 
is binding  to both Sudlow’s  site  I and  site  II of human  serum albumin  (HSA),  competitive and 
allosteric  interactions  with  other  drugs,  highly  bound  to  the  same  sites,  seem  conceivable. 
Knowledge about interaction(s) of FLU with the widely used anticancer agents paclitaxel (PAC), 
imatinib (IMA), and 5‐fluorouracil (5‐FU is scarce. The effects of the selected anticancer agents on 













in  an  equilibrium  state  between  bound  and unbound  fractions  and  the  carrier  proteins  act  as  a 
reservoir slowly  releasing  the drugs  to maintain  the established equilibrium. Binding of drugs  to 
plasma proteins prevents their fast metabolism as well as the attainment of toxic levels in the body 
[1].  Cancer  patients  in  ICU  often  suffer  from  kidney  and/or  liver  impairments  as well  as  from 
hypoalbuminemia,  all  of  which  affect  the  pharmacokinetic/pharmacodynamics  (PK/PD)  target 
attainment of  the antimicrobial  therapy. DDI can affect  the unbound  fraction of  the antimicrobial 
therapy by affecting the metabolism and excretion of  the antimicrobial agent used. Consequently, 



















folate  agent  effective  against  different  types  of  tumors,  is  extensively  studied when  it  comes  to 
antibiotic‐antineoplastic interaction [9–11], data on drug displacement of broad‐spectrum antibiotics 
by  anticancer  agents  are  scarce. Direct  changes  in protein  binding  caused  by  competition  at  the 
binding  site  can  easily  alter  the PK/PD profile  of  the  administered drugs,  especially  the plasma 
clearance. Although DDI caused by changes in protein binding is not clinically important for most 
drugs, it might have severe clinical consequences for highly bound ones (≥90%) [12]. FLU, used for 










primarily  to AGP  are  susceptible  to displacement by other AGP  ligands  [16]. Hypoalbuminemia 
encountered in 40–50% of ICU patients, the systemic inflammatory response syndrome, the use of 
inotropes  and  fluid  resuscitation  can  be  the  cause  for  variations  in  the PK/PD  [17]  of  FLU  [13]. 















To achieve  this aim,  spiked plasma  samples were  incubated at 37  °C  for 30 min, processed, and 
analyzed as previously described. The obtained data shows that FLU has a protein binding of 99.02% 
to 99.41%. 
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2.2. Interaction between 5‐FU, PAC, IMA and FLU in Pooled Plasma 
The interactions between FLU and the anticancer drugs: IMA, PAC, and 5‐FU were tested at two 
different  levels  of  FLU  [low  (0.2  μg/mL),  which  fits  within  its  range  of  minimum  inhibitory 
concentration (MIC) against different bacterial strains [20] and high (20 μg/mL), the 100‐fold MIC still 
expected  within  the  dosing  interval  reported  in  patients].  The  anticancer  agents,  which  were 
supplemented to pooled plasma spiked with FLU, were tested at concentrations that fit with their 
therapeutic concentrations  in patients  [21–27]. In comparison  to plasma samples spiked with FLU 
alone, all samples containing either of the anticancer agents and FLU showed increased free levels of 
FLU (Tables 1–3). 

















































































Table  2.  Interactions between FLU  and  IMA  in pooled plasma. Data obtained  from  independent 












































































Table  3.  Interactions between FLU and  5‐FU  in pooled plasma. Data obtained  from  independent 












































































ratio  already  showed  increased  levels  of  free  FLU while  a  higher  increase was  seen  in  samples 
containing FLU (0.2 μg/mL) and PAC (2.0 μg/mL) (1:10 ratio of FLU:PAC, Figure 1A), probably due 
to higher levels of the anticancer agent. 
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Figure 1. Comparison of the percent increase of FLU unbound fraction in mixture with IMA, PAC 















Only minor  increase  in  FLU was  seen  in presence of  5‐FU. At  low  FLU  concentrations  (0.2 
μg/mL),  the unbound concentration was only  increased by 1.15‐fold  (Figure 1A). As expected the 
effect of 5‐FU was even less at higher levels of FLU (20 μg/mL) (Figure 1B). 
2.2.4. Interactions of FLU with Warfarin and Diazepam in Pooled Plasma 
Warfarin,  a  vitamin  k  antagonist  and  widely  used  anticoagulant,  is  a  commonly  used 
































alone  20    20.722  2.03  0.152  10.42  0.73   
FLU + 
WAR  20  1.0      0.173  5.91  0.84  14.37* 
FLU + 
DIA  20  1.0      0.182  12.01  0.88  20.04* 
2.3. Binding of FLU to HSA and AGP 
2.3.1. Binding of FLU to HSA at Physiological Levels 





Table  5.  Interactions  between  FLU  and  PAC,  IMA  and  5‐FU  at  physiological  (40  g/L)  and 

























































































































































































The displacement of FLU by  the anticancer drugs,  tested at 1.0 μg/mL, was evaluated  in  the 
presence of HSA (40 g/L). PAC increased by about 1.15‐fold the unbound fraction of FLU tested at 
0.2  μg/mL  and  20  μg/mL  (Table  5).  Likewise,  at  physiological  concentration  of HSA,  IMA  also 






















least  4  replicates  of  each  concentration. % difference  (%Diff)  calculated with  respective  to  the % 
unbound (% Unb) values of FLU alone at 20 μg/mL and 0.2 μg/mL. AGP = α‐1‐acid glycoprotein. AB 



























































































The displacement of FLU by  the anticancer drugs at 1.0 μg/mL was tested  in  the presence of 








The plasma  levels  of AGP,  a positive  acute  phase  protein,  can  increase  3‐  to  5‐fold during 
different conditions such as in cancer, infections, trauma, and inflammation [16]. AGP was prepared 
at a  concentration of  2.5 g/L  to  simulate  the pathophysiological  state of  increased AGP  levels  in 
human  plasma. AGP  solution was  spiked with  FLU  alone  and  the  unbound  FLU  fraction was 
determined. The binding of FLU to AGP samples was 67.96% and 79.38% when FLU’ concentrations 
were 0.2 μg/mL and 20 μg/mL, respectively  (Figure 2). The unbound  fraction of FLU  (20 μg/mL) 
slightly  increased  from  77.89%  bound  at physiological  levels AGP  (0.9  g/L)  to  79.38%  bound  at 
pathophysiological AGP levels (2.5 g/L). Likewise, but a more distinct effect was seen with FLU (0.2 





g/L).  In  the presence of FLU  (20  μg/mL),  the  increase  in  the unbound  fraction of FLU  seen after 





HSA  and AGP  [27,33–35]. While  the  bound  fraction  serves  as  a  reservoir,  the unbound  fraction 
distributes into the human body tissues and the extravascular space to induce the pharmacological 
effect [17,36]. Changes in the free fraction of highly bound drugs, due to DDI have significant impact 
on  the drug’s effect and  toxicity, as even small changes  in  the percentage of binding can already 
increase the unbound fraction by several folds. This in turn influences the drug’s renal clearance and 
the multiple half‐lives within a dosing interval [18]. FLU, a broad‐spectrum time dependent β‐lactam 




could  be  dangerous  for  patients  treated with  FLU. An  altered drug  distribution,  caused  by  the 
competition  for plasma protein binding  is one of  the main reasons  for DDI  [12]. Only drugs with 
similar physicochemical properties and which are concurrently administered can compete with each 
other’s and with other endogenous substances for common or functionally linked binding sites [34]. 




to  have  unpredictable  effects  on  the  drug  binding  even  if  the  changes  are minor  [1]. Allosteric 
activation,  caused  by  the  binding  of molecules,  serving  as  allosteric  effectors,  has  already  been 
described  for  HSA  [40].  Particularly,  interactions  of  FLU  with  HSA  [41]  and  other  drugs  are 








and  inter‐  and  intra‐  individual  variability,  makes  them  prone  to  DDI  [50,51].  Data  on  drug 
displacement effects of anticancer agents on FLU is lacking. This study evaluated the displacement 







HSA  [53].  IMA,  a  protein  tyrosine  kinase  Bcr‐Abl  and  c‐KIT  selective  inhibitor,  is  used  for  the 
treatment of gastrointestinal stromal tumors and chronic myeloid leukemia [54,55]. IMA, which is 
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highly bound to human plasma proteins (95%) [54], primarily to AGP, also shows binding affinity to 
























binding of FLU  to HSA 94.39%  (0.2 μg/mL FLU) and 93.98%  (20 μg/mL FLU)  the  large variation 










increase  in unbound  fraction of FLU  (20 μg/mL)  in pooled plasma,  in HSA samples and  in AGP 









mainly bound  to HSA, 2) pooled plasma  contains other  endogenous/exogenous  compounds  that 
could also affect the binding of FLU or influence the effects exerted by PAC and IMA on FLU, this is 
supported  by  the  similar  effects  obtained  with  HSA  samples  containing  pure  HSA,  FLU  and 
IMA/PAC,  and  3)  a difference  in  the  affinity  of  IMA  to plasma  proteins. This  latter  one  can  be 
supported by  the observed  increase  in unbound FLU  in  the presence of warfarin  and diazepam 
frequently used as site I and site II displacing markers. As both drugs are around 99% bound [64,65], 
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displacing effects similar or higher to those seen with PAC and IMA were expected. Interestingly, 
when tested at the same concentrations as IMA and PAC, the increase in the unbound fraction of FLU 
(20  μg/mL)  were  less  than  expected  [14.37%  (warfarin)  and  20.04%  (diazepam)]  (Table  4). 
Consequently, it seems that both agents, show different affinity to HSA and weren’t able to displace 





















exacerbate  this  already  present  hypoalbuminemia  [1].  The  effect  of  hypalbuminemia  on  protein 
binding characteristics of some antibiotics, including FLU in critically ill patients has already been 




Interestingly,  there was no  significant difference  in  the percentage of binding of FLU when 





















from  Toronto  Research  Chemicals  (Toronto,  ON,  Canada).  Flucloxacillin‐13C4‐14N  sodium  salt 
(FLU‐13C4‐14N) was from Alsachim (Illkirch, France). Sterile water was purchased from B. Braun 
Melsungen AG  (Melsungen, Germany). All reagents used were of  the highest available analytical 









highest concentration  (QCH) was prepared at a concentration of 20 μg/mL and  further diluted  to 
obtain the low QC (QCL) at a concentration of 0.2 μg/mL. All samples were stored at ‐80°C. Pooled 
plasma was used to determine, in vitro, the protein binding of FLU to human plasma proteins. HSA 






spectrometry  (LC‐MS/MS)  method  [74]  after  slight  modifications.  A  1200  series  liquid 
chromatography system (Agilent, Waldbronn, Germany) consisting of G1312B binary pump, CTC‐
PAL Autosampler  (CTC Analytics AG, Zwingen, Switzerland) and G1316B column oven module, 
connected  to an API 4000  triple‐quadrupole mass  spectrometer  equipped with  electrospray  (ESI) 
source (Applied Biosystems/Sciex, Darmstadt, Germany), was used for the analysis of the prepared 











(MRM)  in  positive  mode  was  used  for  the  detection  of  the  eluting  compounds.  The  MS/MS 
instrument was operated with the following parameters: capillary voltage (5.5 kV), desolvation gas 
(nitrogen) heated at 400 °C.The dwell time for all the transitions was 10 ms. Details of the MRM‐
transitions,  collision  energy,  de‐clustering  potential,  and  exit  potential  of  FLU  and  its  internal 
standard are detailed previously [74]. Data acquisition and peak integration were performed using 
Analyst software (1.6.2) (Applied Biosystems/Sciex, Darmstadt, Germany). Total FLU was analyzed 
using  isotopically  labeled  internal  standard  (IS), while  analysis of unbound FLU was performed 
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without IS. When used, IS was prepared fresh on each day using ice‐cold methanol. Protein binding 







14000 g  for  30 min  at  20  °C. To  fit with  the  concentration  ranges of  the  established method,  the 
collected filtrates were further diluted in the auto‐sampler vials before injection into the LC‐MS/MS 
system. Extraction and analysis of total FLU from spiked samples were processed as follows: 40 μL 
were  extracted  (1:5 v/v) with  internal  standard working  solution  (ISWS), vortexed  for 3 min and 




All data were obtained  from  independent days  from at  least  four  replicates per each sample 
condition. Statistical  significance  for  the difference  in FLU unbound values was  evaluated using 
student t‐test. p < 0.05 was considered significant. 
5. Conclusions 
Highly  bound  drugs  with  narrow  therapeutic  index  are  prone  to  clinically  important 
displacement  interactions  especially  in  presence  of  liver  and/or  kidney  impairments,  often 
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